Perbandingan Efektivitas Gen CHD dan Intronik W dan Z Kromosom dalam Penentuan Jenis Kelamin Burung Jenjang Mahkota

(Balearica regulorum) dengan Teknik





 PERBANDINGAN EFEKTIVITAS GEN CHD  DAN 
INTRONIK W DAN Z KROMOSOM DALAM 
PENENTUAN JENIS KELAMIN BURUNG  
JENJANG MAHKOTA (Balearica 
 regulorum)DENGAN TEKNIK  













PROGRAM STUDI KEDOKTERAN HEWAN 







PERBANDINGAN EFEKTIVITAS GEN CHD DAN 
INTRONIK W DAN Z KROMOSOM DALAM 
PENENTUAN JENIS KELAMIN BURUNG 
JENJANG MAHKOTA (Balearica 
 regulorum)DENGAN TEKNIK 






Sebagai salah satu syarat untuk memperoleh gelar 









PROGRAM STUDI KEDOKTERAN HEWAN 
FAKULTAS KEDOKTERAN HEWAN 
UNIVERSITAS BRAWIJAYA 
MALANG 




LEMBAR PENGESAHAN SKRIPSI 
 
PERBANDINGAN EFEKTIVITAS GEN CHD DAN INTRONIK W DAN Z 
KROMOSOM DALAM PENENTUAN JENIS KELAMIN BURUNG  
JENJANG MAHKOTA (Balearica regulorum) DENGAN 






Setelah dipertahankan di depan Majelis Penguji 
pada tanggal 2 Januari 2019 
dan dinyatakan memenuhi syarat untuk memperoleh gelar 
Sarjana Kedokteran Hewan 
 
 




 Dr. Ir. Gatot Ciptadi, DESS         drh. Dyah Ayu Oktaviani AP., M.Biotech 











Prof. Dr. Aulanni’am, drh., DES 







Saya yang bertanda tangan di bawah ini: 
 
Nama  : Nur Haya 
NIM  : 145130100111040 
Program Studi : Kedokteran Hewan 
 
Penulis Skripsi berjudul : 
 
Perbandingan Efektivitas Gen CHD dan  Intronik W dan Z Kromosom dalam Penetuan 
Jenis Kelamin Burung Jenjang Mahkota (Balearica regulorum) dengan Teknik 
Polymerase Chain reaction 
 
Dengan ini menyatakan bahwa : 
1. Isi dari skripsi yang saya buat adalah benar-benar karya saya sendiri dan tidak 
menjiplak karya orang lain, selain nama-nama yang tercantum di isi dan 
tertulis di daftar pustaka dalam skripsi ini. 
2. Apabila dikemudian hari ternyata skripsi yang saya tulis terbukti hasil 
jiplakan, maka saya akan bersedia menanggung segala resiko yang akan saya 
terima. 





  Malang, Desember 2018 












Perbandingan Efektivitas Gen CHD dan Intronik W dan Z Kromosom dalam 
Penentuan Jenis Kelamin Burung Jenjang Mahkota  
(Balearica regulorum) dengan Teknik  




Berdasarkan morfologinya unggas terbagi menjadi dua golongan yaitu 
dimorfik dan monomorfik. Dimorfik merupakan unggas yang jenis kelaminnya dapat 
ditentukan secara morfologi, sedangkan monomorfik unggas yang jenis kelaminnya 
sulit dibedakan secara morfologi. Pada jenis monomorfik perlu dilakukan teknik 
molecular sexing dengan metode PCR (Polimerase Chain Reaction) untuk 
mengidentifikasi jenis kelamin. Pada burung jenjang mahkota (Balearica regulorum), 
identifikasi jenis kelamin dilakukan menggunakan gen CHD (Chromo-Helicase 
DNA-binding Protein) dan intronik W dan Z kromosom menggunakan teknik PCR. 
Pada Metode PCR dilakukan isolasi DNA pada darah menggunakan Geneaid Kit. 
Primer yang digunakan pada penelitian ini yaitu primer CHD-Z forward 
CTCCCGAGGATGAGAAACTG, reverse CTGCTCCTACTGCGTCTTCC dan 
primer CHD-W forward TGTTGTGTGGTTTTCGTGTG, reverse 
TTTTCACGGGGAATAGTTCG, dan untuk intronik W Kromosom dengan forward  
CACCCTGGATTGGACAACCTATTTC; dan untuk reverse 
TCAGAGCACTCTTTCCAGGAA, untuk intronik Z kromosom forward 
TAGGCTGCAGAATACAGCAT;  reverse TTGTGCAGTTCTAGTCCATA. 
Produk PCR diuji secara kualitatif menggunakan elektroforesis agarosa 2%. Analisa 
data secara deskriptif kualitatif, dimana dari hasil PCR pada jantan akan terlihat satu 
band yaitu kromosom ZZ dan pada betina akan terlihat dua band yaitu ZW. Hasil 
penelitian menunjukkan bahwa gen CHD kurang efektif digunakan untuk 
menentukan jenis kelamin pada spesies burung jenjang mahkota (Balearica 
regulorum) terlihat hasil smear dan penggunaan Gen Intronik W dan Z didapatkan 
hasil yang efektif, yaitu pada sampel 1 dan 3  terlihat 2 band pada ukuran 151bp 
untuk Z dan 317bp untuk W yang teridentifikasi berjenis kelamin betina dan pada 
sampel 2 dan 4 terlihat 1 band pada ukuran 151bp yang teridentifikasi sebagai jantan. 
Gen intronik W dan Z sangat efektif digunakan untuk mengidentifikasi jenis kelamin 
burung jenjang mahkota. 







Comparison Efektiveness CHD and Intronic Chromosome W and Z in  
Determination of Crowned crane (Balearica regulorum)  
Gender with Multiplex Technique Polimerase  





 Based on the morphology of aves is divided into two groups, namely 
dimorphic and monomorphic, where dimorphic is a type of aves that is male and 
female can be distinguished morphologically, while monomorphic poultry types of 
males and females are difficult to distinguish morphologically. So to determine 
gender, molecular sexing techniques are needed, namely the PCR (Polymerase Chain 
Reaction) method. PCR in crowned crane (Balearicaregulorum) can use genes based 
on CHD  (Chromo-Helicase DNA-binding Protein) gene and chromosome Z and W 
intronics for conservation purposes. In the PCR method DNA isolation was carried 
out in the form of blood, DNA was taken from at Taman Safari Indonesia II and 
isolation used Geneaid Kit. This research was used forward primer of gen CHD 
primer CHD-Z forward CTCCCGAGGATGAGAAACTG, reverse 
CTGCTCCTACTGCGTCTTCC dan primer CHD-W forward 
TGTTGTGTGGTTTTCGTGTG, reverse TTTTCACGGGGAATAGTTCG, and 
intronik W Kromosom forward 5'CACCCTGGATTGGACAACCTATTTC3'; and 
reverse primer  5'TCAGAGCACTCTTTCCAGGAA3', and for intronik Z kromosom 
5'TAGGCTGCAGAATACAGCAT3'; 5' TTGTGCAGTTCTAGTCCATA3'.  PCR 
product was examined qualitatively using 2% agarose electrophoresis. Data was 
analyzed by descriptive qualitative. Where from the PCR results in males one band 
will be seen the ZZ chromosome and two females ZW. The results showed that the 
CHD gene ineffective was used to determine gender in crown-level bird species 
(Balearica regulorum) with visible results, namely smears and for the use of Intronic 
Genes W and Z the results were good, namely two male birds identified. and two 
female birds, where one band was seen in the size of 151bp for male birds and two 
bands were seen in sizes 151bp for Z and 317bp for W in female birds. The intronic 
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DAFTAR SINGKATAN DAN LAMBANG 
 
°C   : derajat celcius  
%  : persen 
µl  : mikro liter 
BLAST : Basic Local Alignment Search Tool 
Bp  : Base Pair 
CHD  : Chromo Helicase DNA-binding 
cDNA  : Complementary deoxyribonucleic Acid 
ddH2O  : Double distilled water 
DNA  : Deoxyribonucleic Acid 
EE0.6  : EcoRI fragment 0.6 kb 
EtBr  : Ethidium Bromida 
IUCN : Internationa Union for Concervation of Nature and Natural Resource 
NCBI : National Center for Biotechnology Information 
PCR : Polimerase Chain Reaction 




BAB 1 PENDAHULUAN 
1.1 Latar Belakang 
Berdasarkan morfologinya burung dibagi menjadi dua bagian, yaitu 
monomorfik dan dimorfik. Burung monomorfik adalah jenis burung yang memiliki 
persamaan morfologi antara jantan dan betina, jenis burung ini mendominasi populasi 
burung yaitu sekitar 50% dari total spesies burung. Sedangkan dimorfik adalah burung 
yang masih memiliki masalah dalam penentuan jenis kelamin secara morfologi. 
Identifikasi jenis kelamin sebenarnya dapat dilakukan berdasarkan morfologi burung, 
namun hal ini memiliki kendala yaitu beragamnya karakter morfologi burung akibat 
perbedaan geografis dan perbedaan antar spesies burung. Hal ini menyebabkan 
penentuan jenis kelamin berdasarkan morfologi burung dalam beberapa kasus sangat 
sulit untuk dilakukan (Cerit and Avanus, 2007). 
Jenis burung yang tergolong jenis monomorfik, salah satunya yaitu burung 
Jenjang Mahkota burung asli afrika, menurut Internasional Union for Concervation of 
Nature and natural Resources (IUCN) tahun 2016 burung ini berstatus Endangered 
(terancam punah), perlu dilakukan penentuan jenis kelamin pada burung jenjang 
mahkota dan jenis burung monomorfik lainnya, agar dapat mempermudah konservasi 
untuk hewan ini.  
Ada beberapa metode penentuan jenis kelamin pada burung monomorfik 
seperti laparoskopi, vent sexing, sexing steroid, dan karyotyping namun metode ini 
memiliki beberapa kendala seperti memakan waktu yang cukup lama, biaya yang 
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dibutuhkan cukup besar, dan sering menyakiti hewan hingga dapat menyebabkan 
kematian. Sehingga muncul inovasi yaitu penentuan jenis kelamin dengan molecular 
sexing yang dianggap lebih baik dari metode yang sebelumnya, dengan metode ini 
penentuan jenis kelamin dapat dilakukan tanpa harus menunggu burung dewasa dan 
hasilnya dapat segera diketahui di hari berikutnya. Jika dibandingkan dengan metode 
yang lain perlu menunggu burung mencapai usia yang dewasa dan hasil dapat di lihat 
dalam kurun waktu yang cukup lama ( Cerit and Avanus, 2007).  
Menurut Griffiths (2000), metode Polymerase Chain Reaction (PCR) dapat 
digunakan untuk identifikasi jenis kelamin pada burung-burung monomorfik. PCR 
merupakan tehnik yang dipakai untuk melipatgandakan asam nukleat (DNA atau RNA) 
secara in vitro dengan enzimatis di dalam suatu mesin pengubah yang dikenal dengan 
Thermocycle. Proses pelipatgandaan ini terjadi melalui tiga tahapan yaitu denaturasi, 
annealing dan ekstensi (Rantam, 2007). Pada teknik PCR akan dibedakan antara  gen 
CHD-W dan CHD-Z untuk membedakan jenis kelamin dengan menggunakan primer 
dari gen yang menyandi jenis kelamin tersebut. Gen CHD (Chromo-Helicase DNA 
Binding Protein) terikat pada kromosom seks. Sehingga gen ini dapat digunakan untuk 
menganalisa jenis kelamin selain itu penggunaan gen intronik W kromoson dan Z 
kromosom dapat digunakan pada beberapa jenis hewan dimana gen ini merupakan gen 
spesifik yaitu ZZ pada jantan dan ZW pada betina.  
Pada proses PCR dengan menggunakan gen CHD prinsipnya yaitu fragmen 
DNA dengan panjang intron yang berbeda diamplifikasi pada kromosom Z dan W atau 
adanya perbedaan antara ukuran intron. Akibatnya, pola elektroforetik dari produk 
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PCR pada jantan homogametic (ZZ) adalah banded tunggal dan pada betina 
heterogametic (WZ), itu adalah banded ganda. Penanda seks untuk burung ini  tidak 
menjadi universal karena kasus amplifikasi produk PCR dengan ukuran yang sama 
pada jantan dan betina. selain itu penggunaan gen CHD juga memiliki kekurangan 
yaitu ukuran band jantan dan betina yang sangat dekat yaitu memiliki perbedaan yang 
tidak signifikan dengan 2-8 pasangan basa (bp) yang sulit diselesaikan oleh 
elektroforesis (Lin et al, 2011). Menurut penelitian ilmuwan Jepang Ogawa et al, 
(1998) digunakan primer dari W kromosom yang konservatif pada semua burung 
carinate dan ratitate. Berbeda dengan dengan gen CHD , primer dari gen ini tidak 
mempengaruhi intron variable, sehingga ukuran spesifik W pada betina tetap (Mudrik 
et al, 2013). Hal inilah yang melatar belakangi penelitian ini untuk membandingkan 
efektifitas dari gen CHD dan intronik W dan Z kromosom dalam penentuan jenis 
kelamin. 
1.2 Rumusan Masalah 
Berdasarkan latar belakang di atas maka rumusan masalah pada penelitian ini 
adalah : 
Bagaimana perbedaan dan efektifitas gen CHD dan intronik W dan Z kromosom 
untuk mendeteksi jenis kelamin pada burung jenjang mahkota dengan metode 
Polymerase Chain reaction (PCR). 
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1.3 Batasan Masalah 
Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka penelitian ini dibatasi pada 
: 
1. Sampel yang digunakan yaitu 2 ekor burung jenjang mahkota (Balearica 
regulorum) berumur 6 bulan yang belum diketahui jenis kelaminnya dan 2 ekor 
burung jenjang mahkota (Balearica regulorum) berumur 18 bulan yang telah 
diketahui jenis kelaminnya secara morfologi yaitu jantan dan betina, sampel 
diambil di Taman Safari Indonesia II, Prigen-Pasuruan. 
2. Sampel DNA yang dikoleksi yaitu darah burung jenjang mahkota (Balearica 
regulorum) dan diisolasi dengan menggunakan Geneiad genomic DNA mini kit. 
3. Identifikasi jenis kelamin unggas dilakukan dengan analisa gen CHD dan 
intronik W dan Z kromosom dengan urutan primer : 
CHDF    5´- TCTGCATCGCTAAATCCTTT -3’ 
CHDR   5’- CTCCCAAGGATGAGRAAYTG -3’ 
Kromosom W (F)  5' CACCCTGGATTGGACAACCTATTTC 3' 
Kromosom W (R)  5' TCAGAGCACTCTTTCCAGGAA 3' 
Kromosom Z (F)  5' TAGGCTGCAGAATACAGCAT 3' 
Kromosom Z (R)  5' TTGTGCAGTTCTAGTCCATA 3' 
4. Amplifikasi gen dilakukan menggunakan metode Polymerase Chain reaction 
(PCR) dengan mesin SensoQuest Thermocycler dengan program predenaturasi 
dengan suhu 940C selama 3 menit, denaturasi dengan suhu 940C selama 80 
detik, annealing dengan suhu 57-590C selama 90 detik, extension dengan suhu 
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720C selama 1 menit, dan post extension dengan suhu 720C selama 7 menit 
tahapan ini berlangsung dengan 35 siklus. 
5. Analisa data secara deskriptif kualitatif yaitu membandingkan hasil PCR antara 
kedua gen yaitu band yang muncul sebagai penanda antara jantan dan betina. 
1.4  Tujuan Penelitian 
Tujuan dari penelitian ini adalah identifikasi jenis kelamin pada burung jenjang 
mahkota (Balearica regulorum) dengan Metode Polymerase Chain Reaction (PCR) 
dan membandingkan efektifitas penggunaan gen CHD dan intronik W dan Z 
kromosom. 
1.5 Manfaat Penelitian 
 Penelitian ini diharapkan dapat membantu identifikasi jenis kelamin pada 
burung jenjang mahkota (Balearica regulorum) yang lebih beragam dengan Metode 
Polymerase Chain Reaction (PCR) menggunakan gen CHD dan intronik W dan Z 
kromosom. Sehingga dapat memilih metode yang akurat dan dapat digunakan untuk 









BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA 
2.1 Burung jenjang mahkota 
Burung jenjang mahkota abu-abu (Balearica regulorum) adalah jenis burung 
yang termasuk dalam keluarga burung jenjang (Gruidae). Burung ini umumnya 
ditemukan di savana sebelah selatan Gurun Sahara di Afrika, Meskipun mereka 
bersarang di habitat yang lebih lembab. Mereka juga dapat ditemukan di rawa, daerah 
bercocok tanam, dan dataran berumput dekat sungai dan danau di Uganda maupun 
Kenya. Burung jenjang mahkota abu-abu memiliki dua subspesies yaitu B. r. 
gibbericeps dan B. r. regulorum. B. r. gibbericeps hidup di timur Republik Demokratik 
Kongo dan Uganda, di mana burung ini dijadikan simbol nasional serta ditampilkan 
dalam bendera Uganda. Sementara B. r. regulorum ditemukan di Angola hingga ke 
selatan di Afrika Selatan (Stabach, 2009). Gambar dan Morfologi Burung Jenjang 






Gambar 2.1 Balearica regulorum (Ellis,1996) 
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Berikut adalah klasifikasi dari burung Jenjang Mahkota (Balearica regulorum) 
Kingdom  : Animalia  
Phylum  : Chordata  
Class   :Aves  
Order   :Gruiformes 
Family  :Gruidae 
Genus   :Balearica  
Species  :Balearica regulorum 
Burung Jenjang adalah nama untuk burung besar berparuh, berkaki dan berleher 
panjang dari familia Gruidae,ordo Gruiformes. Berbeda dengan burung Kuntul, burung 
Jenjang terbang dengan leher yang diluruskan. Burung Jenjang merupakan burung 
yang setia seumur hidup terhadap pasangannya. Burung Jenjang berkencan dengan 
pasangannya dengan mengeluarkan suara yang ribut sambil diiringi gerakan-gerakan 
seperti menari sehingga terkenal sebagai “dansa” burung Jenjang. Beberapa spesies 
burung Jenjang merupakan burung migran ke tempat yang sangat jauh, sedangkan 
beberapa spesies yang hidup di iklim panas bukan merupakan burung migran. Burung 
Jenjang hidup berkelompok dan jika jumlahnya cukup dapat membentuk kawanan 
yang besar (Ellis,1996) 
Pada awal abad ke-21 banyak spesies burung Jenjang Mahkota yang berada di 
ambang kepunahan. Burung Jenjang memerlukan ekosistem ideal yang menyediakan 
makanan berlimpah agar bisa bertahan hidup. Gerakan pelestarian burung Jenjang 
banyak dilakukan di seluruh dunia karena burung Jenjang berada dalam bahaya 
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kepunahan akibat perusakan habitat dan perburuan yang dilakukan sejak awal 
peradaban manusia. Spesies dari Asia Tengah seperti Anthropoides virgo (Demoiselle 
Crane) dan Balearica pavonina (Jenjang Mahkota Hitam atau Crowned Crane) 
bermigrasi di musim dingin melintasi pegunungan Himalaya agar sampai di tempat 
yang lebih hangat di India (Ellis,1996) 
2.2 Penentuan Jenis Kelamin Unggas 
Identifikasi jenis kelamin pada unggas dapat dilakukan dengan 
membandingkan perbedaan morfologi antar hewan, seperti ukuran tubuh, suara, dan 
warna bulu. Pada jenis unggas dimorfik hal ini dapat dilakukan untuk menentukan jenis 
kelamin jantan dan betina unggas. Namun hal ini terkendala pada jenis unggas 
monomorfik yang memiliki kemiripan karakter morfologi antara betina dan jantannya 
(Cerit and Avanus, 2007).  
Dalam kegiatan penangkaran salah satu usaha di dalam pengembang biakan 
adalah penentuan jenis kelamin. Karena penentuan jenis kelamin merupakan suatu hal 
yang sangat penting agar hewan tersebut dapat dikawinkan dengan benar. Pada 
dasarnya ada dua metode penentuan jenis kelamin, yaitu penentuan jenis kelamin 
dengan pembedahan dan tanpa pembedahan.  Higdon (1989) mengatakan bahwa 
penentuan jenis kelamin dengan metode pembedahan kurang menguntungkan, karena 
mempunyai resiko yang besar terutama bagi burung yang alergi terhadap pembiusan 
selama proses pembedahan sehingga menyebabkan kematian. Penentuan jenis kelamin 
tanpa pembedahan dapat dilakukan antara lain dengan pengamatan morfologi, 
pengamatan kromosom, dan analisis DNA. 
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Pada unggas terdapat penanda seks kromosom heterogamet ZW pada betina 
dan homogamet ZZ pada jantan, dimana ukuran kromosom Z lebih besar dibandingkan 
dengan kromosom W. gen penanda pertama yang ditemukan adalah CHD (Chromo –
helicase-DNAbinding) yang terdapat pada kromosom W aves (Griffiths dkk, 1998). 
Hasil amplifikasi PCR dengan metode molecular sexing berdasarkan gen penanda 
CHD akan menunjukkan jenis kelamin sampel berdasarkan jumlah pita yang terbentuk. 
Hal ini dikarenakan  gen CHD-W dan CHD-Z pada betina akan teramplifikasi menjadi 
dua sekuen, sedangkan dua gen CHD-Z pada jantan akan menghasilkan satu sekuen 
saja (Quintana dkk, 2008). 
Setelah diketahuinya perbedaan antara dua gen CHD-W dan CHD-Z pada 
kebanyakan jenis unggas, kemudian gen ini diamplifikasi dengan PCR. Banyak primer 
yang telah didesain untuk mengenali ukuran intron yang berbeda pada gen CHD. 
Namun primer yang paling sering digunakan untuk mengidentifikasi jenis kelamin 
pada unggas yaitu P2 dan P8. Pada tahun 1998, Griffiths et al. merancang primer sexing 
(P2 & P8) untuk mengenali daerah gen tersebut. Kemudian pada perkembangannya, 
primer ini telah dapat membedakan jenis kelamin 27 spesies dari 25 Familia 
Struthionidae, Phasianidae, Anatidae, Alcedinidae, Meropidae, Psittacidae, Apodidae, 
Strigidae, Columbidae, Otididae, Burhinidae, Laridae, Alcidae, Acciptridae, 
Falconidae, Maluridae, ardalotidae, Sylvidae, Corvidae, Callaetidae, Paridae, 
Passeridae dan Mure (Uria aagle). Namun selain itu dapat digunakan primer intron W 
kromosom dan Z kromosom yang spesifik penanda untuk jenis kelamin jantan dan 
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betina, yang digunakan untuk family diluar 25 famili yang dapat dideteksi dengan P2 
&P8 (Griffiths et al., 1998) 
2.3 Kromosom Seks Pada Burung 
Kromosom seks pada burung yaitu  Z dan W berbeda dengan kromosom 
mamalia yaitu  X dan Y dalam segi perkembangannya. (Ellegren et al, 2001). Burung 
betina bersifat heterogamete dan membawa salinan Z dan W namun pada jantan 
bersifat homogamet dan membawa 2 eksemplar jenis kelamin kromosom Z (Handley 
et al, 2005). Identifikasi seks pada burung yang paling penting adalah bagaimana 
peranan 2 jenis kromosom seks tersebut. Untuk karakteristik burung, pada betina 
dikembangkan oleh kromosom W dan pada jantan dikembangkan oleh kromosom Z. 
meskipun khusus pada betina, kromosom W memiliki struktur yang mirip dengan 
kromosom mamalia Y pada jantan, kecuali ukurannya yang lebih kecil dan jumlah 
heterochromatin yang lebih sedikit (Cerit dan Avanus, 2007). Gen CHD-W pada betina 
sangat unik, dimana kromosom seks pada betina bersifat heterogametic sedangkan gen 
CHD-Z dapat ditemukan pada kedua jenis kelamin (Griffiths and  Korn, 1997) 
2.4 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
PCR (Polymerase Chain Reaction). PCR adalah suatu teknik dengan bantuan 
primer dan enzim DNA polymerase yang dapat mengidentifikasi segmen molekul 
DNA tertentu di dalam genom dan dapat menggandakan segmen DNA tersebut dalam 
jumlah besar. Penggandaan tersebut dilakukan agar molekul DNA dapat 
divisualisasikan dan dianalisis lebih lanjut.  
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Secara ringkas prinsip PCR dapat dijelaskan sebagai berikut: pada suhu 940 C 
DNA mengalami denaturasi sehingga strukturnya berubah dari DNA untai ganda 
menjadi DNA tunggal. Waktu yang diperlukan untuk proses ini sekitar 30 detik. 
Apabila DNA target mengandung banyak nukleotida G/C maka  suhu dapat 











Pada suhu berkisar 50-6000C primer forward runutan nukleotidanya 
berkomplemen dengan salah satu untai tunggal akan menempel pada posisi 
komplemennya, demikian juga primer reversenya akan menempel pada untai tunggal 
lainnya. Setelah kedua primer menempel pada posisi masing-masing, enzim tag 
polymerase mulai mensintesis molekul DNA baru yang dimulai dari ujung 3”-nya 
masing-masing primer. Sintesa molekul DNA baru ini terjadi pada suhu 720C , proses 
ini disebut juga ekstension (elongasi) (Muladno, 2002).  
Gambar 2.2 Metode PCR (Sumber: Sulandari dkk,2003) 
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Kecepatan penyusunan nukleotida diperkirakan antara 35-100 nukleotida 
perdetik, tergantung buffer, pH, konsentrasi, garam, dan molekul DNA target. 
Umumnya setelah proses siklus PCR selesai, ditambah post elongasi selama 5 – 10 
menit pada tempertur 720 C agar semua hasil PCR berbentuk untai ganda. Ketiga 
tahapan tersebut merupakan satu siklus thermal, dan banyaknya siklus yang dilakukan 
tergantung pada banyaknya produk PCR yang diinginkan (biasanya sekitar 35 – 45 
siklus). .Jumlah fragmen DNA yang diamplifikasi adalah 2n dimana n adalah 
banyaknya siklus thermal (Sulandari dkk, 2003).  Sulandari (1999) menyebutkan 
bahwa melalui teknik PCR, penentuan jenis kelamin burung dapat dilakukan secara 
cepat karena hanya dengan waktu ± 8 jam hasilnya dapat segera diketahui. Hasil PCR 
yang diperoleh juga dapat dikatakan akurat karena penentuan jenis kelamin dilakukan 
langsung pada tingkat molekul DNA yang merupakan unit terkecil dari kehidupan 
organisme.   
Griffiths dan Tiwari dalam Sulandari (1999) merupakan orang pertama yang 
menemukan teknik tersebut dan diketahui hanya pada burung yang memiliki 
kromosom W (analog dengan kromosom Y pada mammal). Dengan menggunakan 
primer ganda ( P2 dan P8) dengan teknik PCR gen tersebut dapat muncul dan dapat 
digunakan dalam sexing burung (semua jenis anggota kelas Aves) kecuali ordo Ratites. 
Setelah PCR, DNA akan teramplifikasi dan dalam gel elektroforesis akan terlihat 
bahwa pada jenis kelamin betina memiliki dua pita,sedangkan pada jenis kelamin 




2.5 FTA Card 
FTA Card adalah teknologi sederhana yang dapat mengurangi beberapa 
tahapan dalam mengambil asam nukleat, transportasi, purifikasi, penyimpanan, waktu 
dan biaya yang dibutuhkan dalam memproses asam nukleat. Mekanisme kerja FTA 
Card adalah dengan mencuci dan membuang semua debris sel dan inhibitor analisis 
sehingga asam nukleat akan terperangkap pada matriks selulosa pada card. Asam 
nukleat yang terperangkap dapat diisolasi kembali dalam waktu singkatatau di-punch 
dengan memisahkan asam nukleat dari matriks atau langsung memasukan punch ke 
dalam master mix PCR (M.C. Kelin, 2002). 
Keuntungan menggunakan Whatman FTA Card adalah penetesan asam nukleat 
dapat mudah dilakukan, asam nukleat yang telah terperangkap pada matriks dapat 
digunakan untuk aplikasi berikutnya dalam waktu kurang dari 30 menit, asam nukleat 
tetap stabil meskipun disimpan dalam jangka waktu lama, FTA Card yang disimpan 
pada suhu ruang sebelum dan sesudah aplikasi sampel akan mengurangi pemakaian 
freezer di laboratorium, cocok untuk semua tipe sel, indicating FTA card akan berubah 
warna saat sampel diteteskan, akan membantu sampel yang tidak berwarna, Whatman 
FTA Card tersedia dalam berbagai konfigurasi untuk memenuhi berbagai aplikasi, 
konfigurasi khusus tersedia melalui pemesanan, tidak perlu perlakuan pemanasan dan 
sentrifugasi,  asam nukleat yang telah disimpan pada FTA card dapat dipindahkan 
secara aman dan tidak berbahaya sehingga dapat dikirim melalui pos tanpa label 




Primer disusun dari sintesis oligonukleotida sepanjang 15-32bp dan primer ini 
harus mampu mengenali urutan yang akan diamplifikasi. Untuk standar amplifikasi 
sepasang primer akan mempunyai kisaran pasangan basa sekitar 20 basa panjangnya 
pada tiap primernya. Kandungan GC harus antara 45-60%. Annealing temperatur 
antara primer yang digunakan harus berkisar antara 1°C. Ujung 3’ dari setiap primer 
harus G atau C, akan tetapi hindari susunan nukleotida G/C berturut-turut tiga pada 
ujung ini, misal CCG, GCG, GGC, GGG, CCC, GCC. Pada penentuan atau 
penyusunan sepasang primer, penting diperhatikan urutan primer tidak saling 
komplementer sehingga membentuk dimer-primers, berikatan satu sama lain, atau 
membentuk hairpins. Hal lainnya hindari menyusun primer pada daerah DNA 
repetitive (Fatchiyah, 2005). 
2.7 Chromosom Helicase DNA- Binding Protein dan Intronik W dan Z 
kromosom  
2.7.1 CHD (Chromosom Helicase DNA Binding Protein) 
Gen Chromo Helicase DNA binding (CHD) merupakan suatu gen penanda 
jenis kelamin pada Aves. Gen CHD berada di kromosom Z dan W, yang terdiri dari 
CHD-Z (berada pada kromosom Z) dan CHD-W (berada pada kromosom W) (Dubiec 
dan Zagalska-Neubauer, 2006), yang ada pada dua jenis kelamin (ZZ dan ZW). 
Struktur protein dari CHD-Z dan CHD-W diketahui memiliki perbedaan yang sangat 
sedikit (Fridolfson dan Ellergen, 1999). Sejauh ini hanya sedikit gen yang terdapat pada 
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kromosom W untuk mengidentifikasi jenis kelamin pada Aves, namun gen yang paling 
umum digunakan yaitu gen CHD.    
Aves mempunyai kromosom sex yang berbeda dibandingkan dengan mamalia. 
Sifat heterogametik pada burung dimiliki oleh betina (ZW) sedangkan jantan 
merupakan homogametik (ZZ) (Ellergren, 1996). Gen CHD  (Chromo Helicase DNA 
binding) dapat menunjukkan perbedaan antara alel Z dan W pada betina (Griffiths et 
al., 1996). Perbedaan ini terjadi karena adanya keterpautan (linkage) antara posisi gen 
CHD dengan kromosom kelamin pada Aves (kromosom Z dan W) (Griffith dan Korn, 
1997).  
Sejak ditemukannya perbedaan pada gen jenis kelamin CHD-Z dan CHD-W 
pada kebanyakan jenis burung, kemudian gen ini diamplifikasi dengan PCR (Griffiths 
et al., 1998; Kahn et al., 1998; Fridolfsson dan Ellegren, 1999). Banyak primer yang 
telah didesain untuk mengenali ukuran intron yang berbeda pada gen CHD. Namun 
primer yang paling sering digunakan untuk mengidentifikasi jenis kelamin pada Aves 
yaitu P2 dan P8 (Griffiths et al., 1998). 
2.6.2 Intronik W dan Z kromosom  
Kromosom W dan Z adalah kromosom yang dapat membedakan ukuran band 
antara jantan dan betina yang hampir sama yang merupakan kelemahan dari gen yang 
lain seperti CHD dimana beberapa hewan ukuran band W dan Z yang kadang sama 
sehingga tidak dapat dibedakan, gen ini merupakan gen yang unik karna tidak 
mempengaruhi intron variable sehingga dapat membedakan antara intron W dan Z 
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secara spesifik . Kromosom ini konserfatif pada berbagai burung carinate dan ratitate 

















BAB 3 KERANGKA KONSEP 
3.1 Kerangka Konseptual 





















            Gambar 3.1 Kerangka Konspetual 
Isolasi DNA burung jenjang 
mahkota 
Banded tunggal pada jantan 
(homogametic) yaitu ZZ 
Penentuan jenis kelamin  
Brung jenjang mahkota  
(Balearica regulorum) 
 
Gen penentu jenis 
kelamin jantan pada 
burung 
Banded ganda pada betina 
(heterogametic) yaitu ZW 
Penentuan sexing  molekuler 
Gen CHD Gen sexing yang dapat 
digunakan pada berbagai jenis burung, 
namun gen ini tidak spesifik sehingga 
pada beberapa spesies burung, gen ini 
tidak dapat membedakan antara jantan 
dan betina karna perbedaan ukuran 




Gen intronik W dan Z dapat 
membedakan ukuran fragmen antara 
jantan dan betina yang hampir sama. 
Gen ini tidak mempengaruhi intron 
variable sehingga dapat membedakan 
antara intron W dan Z secara spesifik 




Identifikasi burung Jenjang Mahkota dengan molecular sexing biasanya 
dilakukan dengan teknik PCR, Menurut  penggunaan gen Intronik kromosom W dan 
Z dapat digunakan untuk identifikasi jenis kelamin pada burung jenjang mahkota atau 
pada famili Gruidae. Sehingga dilakukan perbandingan antara kedua gen yaitu CHD 
zzyang merupakan gen sex pada aves dengan menggunakan primer P2 dan P8 yang 
ditemukan oleh Griffits tahun 1988, kemudian dikembangkan hingga saat ini dan 
sudah ditemukan dapat digunakan pada 27 spesies dari 25 famili namun family 
burung jenjang mahkota belum termasuk didalamnya. Sehingga perlu dilakukan 
kajian apakah jenis kelamin family burung jenjang mahkota dapat diidentifikasi 
dengan gen CHD, sehingga efektifitas antara gen CHD dan Intronik kromosom W 
dan Z dapat ditentukan. 
Sampel darah dari burung Jenjang Mahkota memiliki nucleus yang 
mengandung kromosom seks yaitu Z dan W. Untuk mendeteksi  jenis kelamin pada 
unggas digunakan gen CHD dan gen intronik kromosom Z dan  W  yang merupakan  
gen pada kromosom seks. Pada gen ini kromosom seks Z berada pada hewan jantan 
dan kromosom seks W terdapat pada hewan betina. Pada proses PCR fragmen gen 
CHD-Z dan  CHD-W akan teramplifikasi secara in vitro dengan proses polimerasi 
setelah terjadinya penempelan primer pada DNA yang telah terdenaturasi. Dari hasil 
amplifikasi, fragmen DNA akan digunakan sebagai penentu jenis kelamin. Unggas 
dengan jenis kelamin jantan akan memiliki gen CHD-Z sedangkan pada betina akan 
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terdapat gen CHD-Z dan CHD-W. Amplifikasi DNA menggunakan 1 pasang primer 
yang meliputi  forward dan reverse (han et al, 2009) 
3.2 Hipotesa penelitian 
 Berdasarkan rumusan masalah yang telah ada, maka hipotesis pada penelitian 
ini adalah perbandingan efektifitas penggunaan gen CHD dan intronik kromosom W 
dan Z dapat digunakan untuk menentukan jenis kelamin pada burung jenjang 
mahkota (Balearica regulorum)  dengan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR). 
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BAB 4 METODE PENELITIAN 
4.1 Waktu dan Tempat Penelitian 
 Sampel pada penelitian diambil di Taman Safari Indonesia Indah II Prigen-
Pasuruan berupa darah dari burung jenjang mahkota (Balearica regulorum). 
Penelitian ini dilakukan di laboratorium Animal Diagnose Disease (ADD) Fakultas 
Kedokteran Hewan Universitas Brawijaya dan laboratorium genetika  Fakultas 
Saintek Universitas Islam Negeri pada bulan November 2018.  
4.2 Alat dan Bahan 
Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain disposable syringe 1 
cc, gloves, masker, gunting, ice box, kertas label, autoclave – Bio Clave Gnatus 21L, 
micro tube 1,5 mL, micro tube rack, tiga jenis mikropipet 1 – 10 µL, 20 – 200 µL, 
dan 200–1000 µL, labu Erlenmeyer 100 mL, timbangan analitik digital, incubator, 
mesin vortex, white tip, yellow tip, blue tip, pipet tube rack, sentrifugator, freezer -20 
oC, Thermocycler SensoQuest GmbH, computer, Bio Step UV-Transilluminator DH-
40, Implen NanoPhotometer® Pearl, Mupid-Exu Electrophoresis dan kamera 
(Fatchiyah,2011). 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain darah burung jenjang 
mahkota  yang diperoleh dari Taman Safari Indonesia II, Geneaid Genomic DNA 
mini Kit, ddH2O, primer forward CHD (5´-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3’), 
primer reverse CHD (5’- CTCCCAAGGATGAGRAAYTG -3’), Primer intronik 
kromosom W forward (5' CACCCTGGATTGGACAACCTATTTC 3') dan intronik 
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kromosom W reverse (5' TCAGAGCACTCTTTCCAGGAA 3'), Primer intronik 
kromosom Z forward (5' TAGGCTGCAGAATACAGCAT 3') dan intronik 
kromosom Z reverse (5' TTGTGCAGTTCTAGTCCATA 3'), PCR mix (Promega 
GoTaq® Green Master Mix), DNA ladder 100 bp dan 1 kb, agarosa 1,5% dan 2%, 
etanol absolut, etanol 70%, Natrium asetat 3M, kertas parafilm, alumuniom foil, dan 
larutan etidum bromid (EtBr) (Fatchiyah,2011). 
4.3 Tahapan Penelitian 
 Penelitian yang dilakukan terdiri dari beberapa tahap yaitu pertama 
pengambilan sampel di Taman safari Indonesia II Prigen-Pasuruan Jawa Timur, 
sampel diambil dari 4 burung jenjang mahkota, lalu dilakukan isolasi DNA dari 
sampel yang telah diambil. DNA yang didapatkan kemudian diuji secara kualitatif 
dan kuantitatif. Dilakukan  PCR (Polimerase chain reaction) menggunakan gen CHD 
dan Intronik kromosom W dan Z dengan primer yang telah ditentukan. Hasil dari 
PCR diuji kualitasnya dan dilakukan analisis data. Skema penelitian dapat dilihat 
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4.4 Prosedur Kerja 
4.4.1 Persiapan sampel 
 Sampel yang digunakan yaitu burung jenjang mahkota yang diambil di Taman 
Safari Indonesia II Prigen-Pasuruan, sampel yang digunakan berupa darah. Jumlah 
hewan yang digunakan yaitu 4 individu, kemudian sampel diberi kode atau tanda 
untuk membedakan dengan sampel lain. Isolasi DNA ini menggunakan kit ekstraksi 
DNA Geneaid.  Tahapan ekstraksi DNA dilakukan sesuai protokol dari kit tersebut. 
Pengambilan darah pada unggas dapat dilakukan pada vena brachialis 
kemudian darah diteteskan pada FTA card yang telah diberikan kode sampel, lalu 
sampel dibiarkan mengering pada suhu ruang selama sekitar 2 jam. Setelah itu sampel 
dapat digunakan untuk metode PCR (Wuryastuti dkk, 2011). 
4.4.2 Isolasi DNA 
Isolasi DNA darah burung jenjang menggunakan Geneaid KIT  mengikuti 
protokol isolasi DNA dari kit. Protokol Isolasi DNA dari darah dapat dilihat pada 
Lampiran 1. 
4.4.3 Desain primer 
Primer yang digunakan untuk amplifikasi DNA didesain menggunakan NCBI 
Reference Sequence: Balearica regulorum CHD-Z (CHD-Z) gene, partial cds. Desain 
primer dilanjutkan dengan primer3plus dengan menggunakan data genomic sequence. 
Primer yang digunakan pada penelitian ini mengacu pada Mudrik et al (2013) CHD-Z 
forward CTCCCGAGGATGAGAAACTG, reverse CTGCTCCTACTGCGTCTTCC 
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dengan target band 400-500bp dan primer CHD-W forward 
TGTTGTGTGGTTTTCGTGTG, reverse TTTTCACGGGGAATAGTTCG dengan 
target band 300-400bp. Desain primer untuk gen intronik W Kromosom mengacu 
pada Han et al (2009)  yaitu dengan susunan primer forward 
CACCCTGGATTGGACAACCTATTTC; dan  untuk reverse  
TCAGAGCACTCTTTCCAGGAA dengan target band 300bp, dan untuk intronik Z 
kromosom forward TAGGCTGCAGAATACAGCAT;  reverse 
TTGTGCAGTTCTAGTCCATA dengan target band 150bp. 
4.4.4 Uji Kualitatif DNA 
Uji kualitas DNA dilakukan dengan gel elektroforesis yang bertujuan untuk 
identifikasi, pemisahan dan purifikasi fragmen DNA dengan menggunakan Mupid-
Exu Electrophoresis. Prosedur uji kualitatif DNA menurut Fatchiyah dkk (2011), 
dimulai cetakan agarose terlebih dahulu dibersihkan dan diletakkan secara horizontal, 
selanjutnya dibuat gel agarosa dengan konsentrasi 1%  sebanyak 0,7 gram agarose 
dan 35ml TBE lalu dipanaskan hingga mendidih atau hingga agarosa larut dengan 
baik, selanjutnya ditambahkan gel green sebanyak 1–2 µL, kemudian campuran 
didinginkan (hingga 8
o
C) lalu disiapkan sisir untuk pembuatan sumuran pada gel 
(Fatchiyah dkk., 2011). Campuran agarose dituangkan kedalam cetakan, dipastikan 
tidak ada gelembung udara di area sisir yang telah diletakkan diatas plate. Gel 
selanjutnya dibiarkan memadat selama 20-30 menit pada suhu kamar.  Gel yang 
memadat diambil dan dimasukkan ke dalam chamber Mupid-Exu electrophoresis, 
kemudian larutan TBE dituangkan hingga menutupi seluruh bagian gel. Larutan 
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ekstraksi DNA kemudian dimasukkan pada masing-masing sumur. Selanjutnya 
chamber dihubungkan dengan power supply dengan tegangan 100 Volt hingga 30 
menit (jika lead terpasang dengan benar, gelembung akan dihasilkan pada anoda dan 
katoda karena elektrolisis). Setelah sampel DNA dan pewarna telah bermigrasi pada 
jarak yang cukup, arus listrik diputuskan dan diangkat gel dari chamber. Gel 
selanjutnya dipindah ke UV transilluminator gel doc dan diamati hasilnya. Hasil 
didokumentasikan diekspos menggunakan gel doc-imaging untuk memudahkan 
analisis (Fatchiyah,2011). 
4.4.5 Uji Kuantitas DNA 
Pengukuran konsentrasi DNA dengan spektrofotometer dilakukan pada 
panjang gelombang 260 nm, sedangkan protein diukur pada panjang gelombang 280. 
Kemurnian larutan DNA dapat dihitung melalui perbandingan A260 nm dengan 
A280 nm. Batas kemurnian yang biasa dipakai dalam analisis molekuler pada rasio 
A260/A280 adalah 1,8-2,0 (Harahap, 2017).  
4.4.6 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Sampel DNA burung diamplifikasi untuk mendapatkan sekuen basa yang 
spesifik. Proses PCR tersebut menggunakan primer forward dan primer reverse. Pada 
PCR ini digunakan beberapa yang dimasukkan ke dalam tabung PCR yaitu, PCR mix 
10 µl, DNA 2 µl, ddH2O 4 µl, dan primer masing-masing 1 µl . Amplifikasi 
dilakukan pada alat PCR Eppendorf master Cycle yang diprogram untuk melakukan 
beberapa kondisi, yaitu: tahap predenaturasi selama 3 menit pada suhu 94°C,  
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pemecahan rantai ganda DNA menjadi rantai tunggal (denaturation) selama 80 detik 
pada suhu 94°C, tahap penempelan primer pada DNA template (annealing) selama 90 
detik pada suhu 57-59°C, tahap pembentukan copy DNA template yang diawali dari 
daerah primer (extension) selama 1 menit pada suhu 72°C dan tahap post extention 
selama 7 menit pada suhu 72°C tahap PCR ini dilakukan sebanyak 35 siklus 
(Fatchiyah,2011).  
4.4.7 Uji Kualitas Produk PCR 
 Uji kualitas produk PCR pada dasarnya sama dengan menguji kualitas isolate 
DNA. Sebanyak 4µL produk PCR tersebut dipipet ke dalam sumur gel agarose 2 % 
dengan TBE 1x pada voltase 100V, selama 30 menit. Kemudian hasil dapat 
didokumentasikan (Fatchiyah,2011). 
4.4.8 Analisis Data 
  Hasil amplifikasi DNA dengan menggunakan primer diinterpretasikan secara 
kualititaif. Hasil dari interpretasi kualitatif kemudian dideskripsikan efektifitas dari 
kedua gen yang digunakan yaitu gen CHD dan intronik kromosom W dan Z pada 




BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN 
5.1 Isolasi DNA 
Hasil isolasi DNA sampel darah burung Jenjang Mahkota (Balearica 
regulorum) yang digunakan untuk amplifikasi dengan gen CHD dan intronik W dan 
Z kromosom dengan metode PCR, sampel diisolasi sesuai protokol kit yang 
digunakan, yaitu Geneaid Genomic DNA Mini Kit. Informasi sampel yang digunakan 
dapat dilihat pada Tabel 5.1. Hasil isolasi DNA dari burung jenjang mahkota 
(Balearica regulorum) diuji kualitasnya menggunakan elektroforesis agarosa 1% dan 
uji kuantitas menggunakan AE-Nano 200 Nucleic Acid Analyzer
®
 (nanophotometer). 
Hasil dari uji kualitas isolasi DNA burung jenjang mahkota (Balearica regulorum) 
dengan elekroforosis agarose 1% yang divisualisasikan menggunakan Geldoc 
menghasilkan pita diatas 1 kb (10.000bp) yang dibandingkan dengan DNA ladder 
yang digunakan dengan ukuran 1kb, hasil dapat dilihat pada Gambar 5.1  dan untuk 
uji kuantitas dapat dilihat dari Tabel 5.2 






Jenis Kelamin  Nama  
1 18  Betina  Mentil  
2 18 Jantan  Jaro  
3 6 Belum diketahui  Ring  











Tabel 5.2 Tingkat Konsentrasi dan Kemurnian DNA total 
 
Hasil pengukuran kemurnian DNA dikatakan baik apabila mendapatkan hasil 
yang murni dan utuh. Metode yang digunakan untuk menentukan kemurnian DNA 
yaitu menggunakan rasio absorbansi pada 260/280 nm. Nilai kemurnian DNA yang 
baik berkisar antara 1.8 – 2.0 (Sambrook & Russell, 2001). DNA dengan rasio 
dibawah 1,8 nm menunjukkan adanya indikasi kontaminasi protein, sedangkan nilai 
yang melebihi 2.0 nm menunjukkan adanya kontaminasi RNA (Santella,2006). 
Sampel Konsentrasi C (ng/µL) Kemurnian(A260/A280) 
1 14,39 3,35 
2 34,80 8,80 
3 75,98 31,11 
4 75,23 32,73 
Gambar 5.1    Hasil  Elektroforesis DNA Total (Agarose 1%) 
Keterangan : M: Marker 10.000bp, 1: Mentil, 2:Jaro, 3: Ring, 4:Kili 






Hasil dari ke 4 sampel yang digunakan berada diatas 2.0, pada sampel 1 
dengan kemurnian 3,35, sampel 2 dengan kemurnian 8,80, sampel 3 dengan 
kemurnian 31,11 dan sampel 4 dengan kemurnian 32,73. Dari hasil uji kuantitas yang 
didapatkan sampel teriindikasi adanya kontaminasi RNA. Tingkat kemunrnian DNA 
dari hasil isolasi menggunakan kit memiliki resiko yang lebih besar mengalami 
kontaminasi dibandingkan dengan metode isolasi konvensional (Syahputra,2016).  
Menurut Bettelheim dan Landesberg (2007) tahap sentrifugasi pada isolasi 
DNA akan terbentuk 2 fase yang terpisah yakni fase organik pada lapisan bawah dan 
fase aquoeus (air) pada lapisan atas, DNA dan RNA akan berada pada fase aquoeus 
setelah sentrifugasi sedangkan protein yang terdenaturasi akan berada pada interfase 
dan lipid akan berada pada fase organik. Sehingga Ekstrak DNA yang didapat 
seringkali terkontaminasi oleh RNA. RNA dapat dipisahkan dari DNA ekstrak 
dengan cara pemberian RNAse (Birren, et al., 1997; Clark, 2010). Pada penelitian ini 
proses isolasi DNA tidak menggunakan RNAse sehingga menyebabkan kontaminasi 
RNA pada hasil isolasi yang terlihat pada uji kuantitas DNA dengan spektrofotometer 
dengan nilai diatas 2,0. 
Menurut Agustin (2017) kemurnian DNA yang digunakan untuk proses PCR 
sangat mempengaruhi hasil dari amplifikasi DNA itu sendiri. Nilai kemurnian yang 
rendah atau tinggi akan mempengaruhi proses polimerisasi atau pemanjangan untai 
DNA akibatnya jumlah untai DNA yang dihasilkan rendah, yang berakibat tidak 
munculnya pita atau terjadi smear. 
5.2 Amplifikasi DNA 
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 Amplifikasi dilakukan menggunakan dua macam primer yaitu CHD dan 
intronik W dan Z kromosom,urutan oligonukleotida primer dari kedua gen dapat 
dilihat pada Tabel 5.3. Untuk program PCR yang digunakan pada amplifikasi DNA 
dengan gen CHD ditunjukkan pada Tabel 5.4 dan untuk gen Intronik W dan Z pada 
Tabel 5.5 
Tabel 5.3 Urutan Oligonukleotida Primer Gen CHD dan Intronik W dan Z Kromosom 











5’- TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3’ 300-400bp 51,9 40 
CHD 
(Reverse) 
5’- CTCCCAAGGATGAGRAAYTG -3’ 400-500bp 52,8 50 
Intronik W 
(Forward) 





5’- TCAGAGCACTCTTTCCAGGAA -3’ 55,7 47,6 
Intronik Z 
(Forward) 















Predenaturasi 94 2 menit 
Denaturasi 94 30 detik 
Annealing 53-55 30 detik 
Ekstensi 72 60 detik 
Post Ekstensi 72 7 menit 
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Tabel 5.5 Program PCR yang digunakan untuk amplifikasi DNA dengan Gen 




Predenaturasi 94 3 menit 
Denaturasi 94 80 detik 
Annealing 57-59 90 detik 
Ekstensi 72 60 detik 
Post Ekstensi 72 7 menit 
 
Tahap akhir dari proses PCR yaitu tahap rest, Suhu yang digunakan yaitu 4
0
C 
hingga tak terhingga. Program akan diamplifikasi sebanyak 35 siklus diharapkan 
jumlah amplikon yang didapat lebih banyak agar pita DNA akan terlihat lebih tebal 
(Marantina,2008). 
 Hasil dari amplifikasi DNA dengan menggunakan program PCR pada Tabel 
5.3 dengan siklus sebanyak 35 kali. Menurut Grunenwald (2003) siklus yang baik 
pada program PCR yaitu 20-40 siklus untuk mencapai amplifikasi yang baik. Dari 
hasil amplifikasi kemudian diuji kualitasnya dengan elektroforesis 2% dan 
divisualisasi dengan bantuan Gel doc. Hasil elektroforesis dengan menggunakan gen 
CHD dapat dilihat pada Gambar 5.2 dan untuk hasil elektroforesis menggunakan gen 

















Pada Gambar 5.2 memperlihatkan hasil PCR dari burung Jenjang Mahkota 
menggunakan gen CHD dengan susunan primer pada Tabel 5.2 didapat kan hasil 
smear. Menurut Mulyani, dkk (2011) hasil visualisasi elektroforesis mengalami 
smear dapat disebabkan adanya sisa-sisa larutan pada proses isolasi, terjadinya 
kontaminasi RNA atau juga disebabkan terdegradasinya DNA pada proses isolasi 
yang menyebabkan DNA terpotong. Hal ini berbanding lurus dengan hasil uji 
kuantitas DNA yang kemurniannya berada diatas 2, menandakan bahwa tingginya 
kontaminasi RNA dari sampel isolasi DNA yang digunakan.  
Pita DNA yang tebal dan mengumpul (tidak menyebar) menunjukkan 
konsentrasi yang tinggi dan DNA total yang diekstrak dalam kondisi utuh. 
Sedangkan, pita DNA yang terlihat menyebar (smear) menunjukkan adanya ikatan 
antar molekul DNA yang terputus pada saat proses ekstraksi berlangsung, sehingga 
Gambar 5.2 Hasil Elektroforesis (agarose 2%) dari amplifikasi DNA 
menggunakan Gen CHD (P2 dan P8) 
Keterangan : M: Marker, 1: Mentil, 2: Jaro, 3: Ring, 4:Kili 





genom DNA terpotong menjadi bagian-bagian yang lebih kecil. Terputusnya ikatan 
antar molekul tersebut dapat disebabkan oleh adanya gerakan fisik yang berlebihan 
yang dapat terjadi dalam proses pemipetan, pada saat dibolak-balik dalam ependorf, 
disentrifus, atau bahkan karena temperature yang terlalu tinggi dan karena aktivitas 
bahan-bahan kimia tertentu (Irnawati, 2003). 
Konsentrasi DNA yang tinggi juga bisa menjadi salah satu penyebab 
terjadinya smear pada hasil visualisasi uji kualitas dari penggunaan gen CHD, 
Menurut Haris et al (2003), konsentrasi DNA akan berdampak pada kualitas fragmen 
hasil amplifikasi. Konsentrasi DNA yang terlalu rendah akan menghasilkan fragmen 
yang sangat tipis pada gel atau bahkan tidak terlihat secara visual, sebaliknya 
konsentrasi DNA yang terlalu tinggi akan menyebabkan fragmen terlihat tebal 
sehingga sulit dibedakan antara satu fragmen dengan fragmen lainnya, seperti yang 
terjadi pada penelitian ini dapat dilihat pada Tabel. Konsentrasi hasil ekstraksi DNA 
dipengaruhi oleh 2 faktor yaitu kecepatan ekstraksi pada waktu ekstraksi dan 
komposisi penambahan lisis buffer. Faktor kecepatan ekstraksi merupakan faktor 
paling berpengaruh karena pada tahap lisis sel dan presipitasi pengambilan 
supernatant harus dilakukan per sampel, sehingga beberapa sampel terjadi 
pengendapan DNA (Komalasari, 2009).  
Selain itu penggunaan gen CHD pada beberapa spesies burung menjadi sulit 
dikarenakan perbedaan ukuran fragmen antara jantan dan betina sangat kecil sehingga 
sulit untuk dibedakan pada gel agarose. Hal ini berhubungan dengan kurangnya 
spesifitas pada primer dari gen yang digunakan sehingga terjadi masalah dalam 
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membedakan fragmen antara jantan dan betina, masalah ini dapat diatasi 
menggunakan primer yang lebih sensitif (Meares,2007). Pada tahun 1998, Griffiths et 
al. merancang primer sexing (P2 & P8) dari gen dan pada perkembangannya, primer 
ini telah dikonfirmasi dapat membedakan jenis kelamin 27 spesies dari 25 Familia 
Struthionidae, Phasianidae, Anatidae, Alcedinidae, Meropidae, Psittacidae, Apodidae, 
Strigidae, Columbidae, Otididae, Burhinidae, Laridae, Alcidae, Acciptridae, 
Falconidae, Maluridae, ardalotidae, Sylvidae, Corvidae, Callaetidae, Paridae, 
Passeridae dan Mure (Uria aagle). Namun, burung Jenjang Mahkota tidak termasuk 
dalam 25 Famili yang telah terkonfirmasi tersebut sehingga hal ini bisa menjadi 
penunjang dalam hal kurang efektifnya penggunaan gen CHD pada famili burung 












Gambar 5.3 Hasil Elektroforesis (agarose 2%) dari amplifikasi DNA 
menggunakan Gen Intronik W dan Z kromosom 
Keterangan : M: Marker, 1: Mentil ♀, 2: Jaro♂, 3: Ring, ♀ 4:Kili♂ 





Hasil visualisasi elektroforesis dari hasil PCR burung jenjang mahkota 
(Balearica regulorum) menggunakan gen intronik W dan Z kromosom dapat dilihat 
pada Gambar 5.3 dengan susunan primer yang dapat diihat pada Tabel 5.2. Hasil 
elektroforesis pada sampel 1 dan 3 menujukkan hasil sexing betina terlihat 
munculnya dua pita yaitu Z pada ukuran 151bp dan W pada ukuran 317bp. Dan pada 
sampel 2 dan 4 menunjukkan hasil sexing jantan, terlihat munculnya 1 pita dengan 
ukuran 151bp. Burung betina bersifat heterogamete dan membawa salinan Z dan W 
dan pada jantan bersifat homogamet membawa salina  Z (Handley et al, 2005). 
Primer Intronik  W dan Z adalah kromosom yang dapat membedakan ukuran 
band antara jantan dan betina yang hampir sama yang merupakan kelemahan dari gen 
yang lain seperti CHD dimana beberapa hewan ukuran fragmen W dan Z yang 
hampir sama sehingga tidak dapat dibedakan, gen ini merupakan gen yang unik karna 
tidak mempengaruhi intron variable (W dan Z) sehingga dapat membedakan antara 
intron W dan Z secara spesik dan akan menempel pada komplementernya di DNA 
template yang spesifik  (Rahmawati, 2011; Yuwono, 2010). 
Hasil yang didapat dari uji kualitas amplifikasi menggunakan gen Intronik W 
dan Z sesuai dengan hasil yang telah dikonfirmasi dari pihak Taman Safari Indonesia 
II, Prigen-pasuruan, yaitu sampel 1 dan 2. Dari hasil konfirmasi sampel 1 berjenis 
kelamin betina dan hasil elektroforesis dari amplifikasi juga terlihat 2 pita yang 
menandakan jenis kelamin betina (ZW), untuk sampel 2 dikonfirmasi berjenis 
kelamin jantan dan hasil elektroforesis dari amplifikasi menujukkan 1 pita yang 
menandakan jenis kelamin jantan (ZZ). 
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BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN 
6.1 Kesimpulan 
Penggunaan gen CHD pada burung ini tidak dapat divisualisasikan 
dibandingkan dengan penggunaan gen Intronik W dan Z kromosom yang 
menunjukkan hasil lebih efektif dilihat dari hasil visualisasi elektroforesis (gel 
agarose 2%). Hasil uji kualitas dari amplifikasi dengan gen CHD yaitu muncul smear 
sehingga tidak dapat mengidentifikasi jenis kelamin dari burung jenjang mahkota. 
Penggunaan Gen Intronik W dan Z menunjukkan hasil yang lebih efektif, dimana 
sampel 1 dan 3 teridentifikasi berjenis kelamin betina terlihat dari 2 band pada ukuran 
151bp dan 317bp dan untuk sampel 2 dan 4 teridentifikasi berjenis kelamin jantan 
terilihat dari 1 band  yang muncul pada ukuran 151bp. Penggunaan gen CHD tidak 
dapat membedakan fragmen dan muncul smear pada hasil visualisasi. 
6.2 Saran 
 Perlu dilakukan penelitian dengan menggunakan gen sexing Intronik W dan Z 
kromosom yang hanya menggunakan kromosom W sehingga bisa menghemat 
penggunaan primer dalam proses dimana intronik W sebagai penanda pada jenis 
kelamin betina yang akan muncul 1 pita pada ukuran 300bp dan tidak ada pita pada 
jenis kelamin jantan. Selain itu perlunya penambahan keragaman sampel sehingga 
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- Siapkan FTA card yang teah ada sampel darah 
dari burung 
- Kertas dipotong kecil-kecil dan dimasukkan 
pada tabung Eppendorf 1,5 ml 
- Tambahkan 200µL  buffer GT (buffer lysis) 
- Inkubasi 56-60 hingga sampel lisis 
- Tambahkan 200µL buffer GBT 
- Inkubasi suhu 56-60 
- Tambahkan 200 µLethanol absolut 
- Siapkan spin/GS column (membrane silika) 
- Tuang atau dipipet isi tabung isolasi ked lama 
membrane silika 
- Sentrifus 8.000 – 10.000 rpm selama 1-2 menit 
- Ganti ollection tube dengan yang baru 
- Tambahkan buffer W1 sebanyak 250-500 µL 
- Sentrifus 8.000 – 10.000 rpm selama 1-2 menit 
- Tambahkan wash buffer 250-500 µL 
- Sentrifus full speed selama 5 menit (tahapan 
pencucian terakhir harus benar-benar kering 
jika buffer wash habis, bisa diganti dengan 
Etanol 70% atau drop 3 
- Siapkan FTA card yang teah ada sampel darah 
dari burung 
- Kertas dipotong kecil-kecil dan dimasukkan 
pada tabung Eppendorf 1,5 ml 
- Tambahkan 200µL  buffer GT (buffer lysis) 
- Inkubasi 56-60 hingga sampel lisis 
- Tambahkan 200µL buffer GBT 



























- Ganti collection tube dengan microtube 1,5 ml 
- Tambahkan 100-200 µL buffer  elusi kedalam 
membrane silika 
- Inkubasi 1 menit suhu ruang 
- Sentrifus 8.000 rpm selama 2 menit 






Lampiran 2. Tabel dan Grafik hasil uji kualitas gen intronik W dan Z kromosom 
 
No a b rf (X) bp log bp (Y) 
1 1.46 3.78 0.386243 1000 3 
2 1.56 3.78 0.412698 900 2.954243 
3 1.67 3.78 0.441799 800 2.90309 
4 1.79 3.78 0.473545 700 2.845098 
5 1.95 3.78 0.515873 600 2.778151 
6 2.14 3.78 0.566138 500 2.69897 
7 2.37 3.78 0.626984 400 2.60206 
8 2.7 3.78 0.714286 300 2.477121 
9 3.12 3.78 0.825397 200 2.30103 
10 3.78 3.78 1 100 2 
 
 
Sampel Band a b rf bp log 
1 Pertama 2.62 3.78 0.693122 317 2.50071 
  Kedua 3.38 3.78 0.89418 151 2.178293 
2  Kedua 3.38 3.78 0.89418 151 2.178293 
3 Pertama 2.62 3.78 0.693122 317 2.50071 
  Kedua 3.38 3.78 0.89418 151 2.178293 
4  Kedua 3.38 3.78 0.89418 151 2.178293 
 
y = -1.6036x + 3.6122 









0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
